























































































この反応 を受けた標的蛋 白質は､ その生理機能 に変化 が起 こるこ とが知 られてい
る[ト7]｡ これ らの根拠に基づ き､Ⅳammiyaのグルー プはボ ツ リヌス毒素 による神
経毒素活性 がADP リボシル化弾幕活性 に起因す るこ とを想 定 し､ マ ウス脳 のホ
モジネー トを [32p]NADと各種 ボ ツ リヌス毒素 とともに インキ ュベ- トし､































そのSDS-ポ リアク リル ア ミドゲル電気泳動のオー トラジオ グラムを行 なった【8.9
].その結果､ ClあるいはD毒素が膜画分 お よび可溶性画分 に存在す る分子量
22.000の蛋白質を特異的にADPリボシル化す るこ とを見出 した (Fig.2,1ane4-5
). さらに､ ClあるいはD毒素を構成す る軽鎖 と重鎖のS-S結合 を切断す る目
的で予めジチオス レイ トール (DTT)処理を行 な うとこれ らの毒素によ るADPリボ
シル化活性が上昇す るこ とか ら(Fig.2)､ 細胞 内で毒性 を発現す ると言われてい
る軽鼻中にADPI)ボシル化活性が含有 されていて[8,10,11]､ この静索活性 がボ
ツ T)ヌス中毒 を引き起 こす もの と考 えた｡ しか し､ 一方では Clや D毒素 と同様に
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神経毒素活性 を持 つ他 のA､ B､ E毒素が このADPI)ボシル化 活性 を示 さない
ことか ら(Fig･2)･ この静 索活性は Clや D毒素固有の作用 であ り､ 神経 毒素作用
を持つ全 てのボ ツ リヌス毒素に共通の複構 ではない こ とがわか った｡ 後 に､ Clや
D型ボツ リヌス菌 の培養導液 中に神経 毒素作用 を持 たない分子量25,000の C3辞素
と呼ばれ る蛋 白質 の存在が 明 らかに され[10]､ この酵素が Clや D毒 素でADPリ
ボシル化 され る分子量22,000の蛋白質 と同一の分子 量 と等電点 を持つ蛋 白質 をA
DPリボ シル化す るこ とが証明 された[12,13]｡ この C3酵素に よるADP リボシ
ル化活性は Clや D毒素の有す る酵 素活性 よ りも約1,000倍強 く､ しか もC1や D毒
素の精製 において微量 に混在す るC3酵素を完全 に除 去す る工 夫を行 な うとClや
D毒素の有す るADPリボ シル化活性 が減弱 あ るい は消失す るこ とか ら､ ClやD
毒素の有す るADPリボシル化活性 は Clや D毒素内に微量に混在す るC3酵素に
よることが示唆 された[12]｡ さらに､Adam-Viziらは､ ボツ リヌスD毒素 をク ロマ
フ ィン細胞 とともにインキ ュベ - トす るとカテ コール ア ミン遊 離抑制作用 と細胞
内蛋 白質 のADPリボシル化が同時 に観察 され るが､ この時 に神経毒素作用のな
い C3酵素の特異抗体 を処理 してお くと､ 細胞 内蛋 白質のADPリボ シル化 のみが
阻害 され､ カテ コール ア ミン遊 離抑制作用 は阻害 され ないこ とを報告 した[14〕｡
これ らの報告 よ り､ この毒 素の有す るADPリボシル化活性 は C3酵 素に よるもの
で､ ボ ツ リヌス神経毒性発現機序 ではない こ とが明 らか に された.
それでは､ ボ ツ リヌスADPリボ シル化酵素 によって修飾 され る蛋 白質 は どの
よ うな横能を持 ち､ また､ この酵素によ り修飾 された蛋 白質は生理的 に如何な る
変化 を受けるので あろ うか ?そ こで､ この標的蛋 白質の特徴 を知 るた めに､ 現在
までに報 告 されてい るADPリボシル化活性 を有す る毒素について調査 してみ る
と､TabIe2に示 すよ うに ジフテ リア毒素[15]や緑膿 菌エキ ソ トキシンA[16]はペ
プチ ド伸長因子 2 (Eト2)を､ コレラ毒素[1ト19]や 大腸菌易熱性エ ンテ ロ トキシ
ン[20]はG5､ トランスジュー シン (Gt)､ 翻 訳開始因子 (eH-2)を､ 百 日咳毒
素[21]は G;､ G｡､ Gt､Eト2を特 異的 にADP リボ シル化す ることがわか った｡








































































































ところで､ これ までに報 告 されてい るヘ テ ロ 3重体 G蛋 白質やペプチ ド負伸長
因子 (Eト1.2)､ 細 訳開始因子 (elF-2)の αサ ブユニ ッ トは分子 量約38.000-
53,000で､ ボ ツ リヌスADPリボシル化酵素の標的 蛋 白質 (分子量22,000)とは
明 らかに異な る｡ また､ この蛋 白質 の分子 量 とほぼ同 じG蛋 白質 としては､ コ レ
ラ毒素に よるADPリボシル化 の補 助 因子 であ るARF(ADP-ribosylationfactor)
[26]､ 癌組織 よ り発見 されたras蛋 白質[27]､ Gp[28]等 が知 られ てい るが､ いず
れのG蛋 白質 ともボ ツ リヌスADPリボシル化 酵素 (C 3酵素 あるいは C l､ D毒
秦)によって修飾 され ない こ とが報告 されてい る[8]｡ これ らのことか ら､ ポ ッ 1)
ヌスADPリボシル化酵素の標的蛋 白質は未知 のG蛋 白質 であ る可能性 が考え ら
れ､ さらにこの基質蛋 白質 の機序 を明 らか にす るこ とは先に述べた よ うに新 しい
情報伝達機構 の解 明に寄与す るもの と予想 され る｡ そこで､ 著者 らは この標的蛋
白質 を単離精 製 を行 ない､ その性質 を明 らかに し (第 2章)､ その正体 を明確 に
す るために 1次構造 の決定 を行 なった (第 3章)｡ また､ この蛋 白質 のADPリ
ボー ス結合部位 を決定 し (第 4章)､ ボツ リヌスADPリボ シル化 が この蛋 白質
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Fig. 5 Isoelectric foc"sing of the [32P]ADP-ribosylated sEbstrate in
DEAE Peak 1 and 2 fractions. Peak 1 fraction (10 pL g of protein) and
Peak 2 fraction (27 pLg of protein) from DEAE-Sepharose chromatography
and mixture of peak 1 and 2 fraction (5 and 21 ptg of protein, respec-
tively) were incubated with the toxln and [32P]NAD at 300C for 2 h.
After the reaction, the protein were preincubated and subjected to iso-
electric focusing I, Peak 1 fraction ; II, Peak 2 fraction ; I+II, mix-
ture of Peak 1 and 2 fractions.
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Fig. 8 Mono Q FPLC
alinear gradient between
elution was monltored
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      Fraction Nurnber
f the TSK-gel fraction. The column was eluted with
      e and O.3M KCI (straight line). Protein
  by absorbance at 280 nm (dotted line). Aliquots,
    were used to determined the activities of the
bosylation (e) and GTPyS binding (O). GDP was
   No.40. Elution profile between O and O.1 M KCI










DEAE P-f 10----- Phenyt-sepharose
Fig. 9 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of the different prepara-
t ion s 0 f the c yto sol i c sub s t rat e for bot u lin um AD P- rib 0 s y I t ran sf era s e.
Samples from each step of purification were subjected to SDS-polyacryl-
amide gel electrophoresis which was run at a constant current of 35 mAo
Proteins were stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 in 50 % metha-
nol containing 10 % acetic acid. The left lane shows calibration pro-
teins with their molecular weights. Lane 1, the cytosol, 60 f-Lg ; lane
2. the ammonium sulfate fraction. 40f-Lg ; lane 3. the DEAE-Sepharose
Peak 1 fraction. 20 J.lg ; lane 4. the phenyl-Sepharose fraction. 10 f-Lg
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3. Gb (ボ ツ リヌスAD P リボ シル化酵素の基質蛋 白質)の性質 について
この精製額 品を用いて数種の ヌクレオチ ドとの結合実験 を行な った｡ この基質
蛋 白質はGTPやGDPと特 異的 に結合 し､GMP､ATPあるいはADPとの結合 が弱 く(Fig.
10)､ この輩 白質がG蛋 白質 として の特 徴 を示す こ とがわか った｡ そ こで､ この基
質蛋 白質 をボ ツ リヌスAD P リボシル化酵素で修飾 され るG蛋 白質 とい うこ とか
ら､ Gb(b=botulinum)と命名 した｡
GbとGTPの非水解型 であ るGTPγSとの結合反応の タイムコー スを調べ る と､
Phenyl-Sepharoseカラムクロマ トグラフ ィーやTSK-GelG3000SWゲル溝過後の部分
精製 した Gbの最大反応到達時間は3時間で､ 精製Gbのそれは8-12時 間であった
(Fig.llA). そこで､ 反応時間 を12時 間 として､CBB(CoomassieBrHliantBlue
G250)蛋 白質 定量 よ り求めた精製Gb量 に対す るGTPγS結 合量 を調べた結果､ この
反応 には用量依存性 が観察 され､ 精製 Gblmolあた りGTPγSは最大0.5molまで結
合す るこ とがわか った (Fig.llB)｡ また､ 精製 GbのAD P リボシル化 反応は2時
間で最大反応 に到達 し(Fig.12B)､ この反応時間を用いた時 のGb量 とADP リボ
ース との結合比を求 め ると､ 精 製Gblmolあた り最大0.7molまでAD P リボー スが
結合す るこ とがわか った(Fig.12A)｡ この時､ AD P l)ボー スの結合 反応 はGbの
用量 に依存 してい るこ とがわか った｡ 以上の結果 よ り､ Gbは 1分子 あた り1ヶ所
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Fig. 10 Competition by varieus nllcleotides for [35S]GTP'y S binding to
the purified protein(Gb). The purified protein,Gb, O.3 i` g, was incubat-
ed with [35S]GTPyS (60,OOO cpm/pmol) in the presence of indicated con-
Centrations of various nucleotides for 1.5 h at 300C as discribed llnder
"Methods." Nucleotides used are GTP(O), GDP(e), GMP (A), ATP(-), and
ADP(M).
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Fig. 11 Characteristics of GTP ･y S binding to the purified protein.
A, time collrse of GTPyS binding to the phenyl-Sepharose fraction (15ptg
of protein) (1), the TSK--Gel fraction (1.5iL g) (A), and the Meno Q
fraction (O.7iL g) (e). Reaction was carried out for the indicated
times and [35S]GTPyS binding was determined as discribed under
'Methods.' B, GTPyS binding as a function of amount of Gb. Various
amounts of the purified protein (the Mono Q fraction) were incubated
with [35S]GTPj}t S for 12h at 300C and binding was determined asdiscribed
under 'Methods."
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Fig. 12 Characteristics of ADP-ribosylation of the purified protein by
botulinttm ADP-ribosyltransferase. A, time course of ADP-ribosylation.
The purified protein (Gb), O.2"g (A) and O.4"g (e), and the cytosol
140 ;t g (O), were incubated with toxin and [32P]NAD at 300C for the
incubated times. ADP-ribosylation of the substrate was determined as
discribed ttnder "Methods." B, incorporation of[32P]ADP-ribose as a
function of the purified protein amounts. Various amounts of the
Purified protein were incubated with thetoxin and [32P]NAD at 300C for
2h and incorporation of the radioactivitywas determined as discribed
under "Methods." Amounts (in picomoles) of the purified protein were
calculated assuming its molecular weight of 22,OOO.






























Gbの分子中に 1ヶ所 のモ ノマーのADP リボー ス結合部位 を持つ こ とが示唆 され
た｡ この ことは､ これ までに報 告 されてい る細菌毒素 に よるG蛋 白質 のADP リ
ボシル化 がモ ノ (ADP) リボ シル化 であ るこ とと一致 した｡
一方､ このボツ リヌスADP リボシル化酵 素の基質 とな るG蛋 白質 は膜分画お
よび細胞質画分のいずれ に も存在 し[29]､ また､ 種 々の組織 に広域 に分布す る｡
さらに､ G,や Giのよ うな-テ ロ3重体の G蛋 白質 に比較 して低 分子 量であ り､
精製段階 において も付随す る β γサブユニ ッ トは検 出 されなか った｡ また､ この
基質蛋 白質には等電点の異 な る-テ ロ体 が存在 す るO これ らの特徴 は癌遺伝子 と
して知 られてい るrasp21(ユatj旦rCOma)と類似 してい る｡ しか し､ ボ ツ 1)ヌス
clお よびD毒素 がN-､V-ki-あ るいはHa-rasp21をADPリボ シル化 できない こ
とやN-rasのポ リクローナ ル抗体が このADPl)ポシル化基質 を免疫沈降 しない こ
と[11]､ 同様 にrasp21と免疫沈降 で きるモ ノク ローナル抗体 のY-13-259[30]によ
って この基質蛋 白質が免疫 沈降 出来 ない こ と[OhashiandNaruniya,unDubHshed
observation]等か ら､ このADPリボ シル化基質蛋 白質 はrasp21とは異なる蛋 白
質であるこ とが既 に明 らか に されてい る｡ また､ この基質蛋 白質 は同分子量の G
蛋白質 であるARFや GPとも異 な るこ とか ら[8]､ このボ ツ リヌスADPリボシル化
静索で修飾 され る分子量22,000のG蛋 白質 をGb(b=botulinum)と命名 した. Gbは
新規なG蛋 白質で ある可能性 があ り､ この酵素反応 はGbの調節す る情報伝達 を明
らか にす る上で有力な手段 にな るもの と想 定 され､ 未知 の情 報伝達 系の解 明に寄























































,ADP-ribosylation assay mixture 40 ltl
 (100mM Tris･HCI,pH8.0,10mM thymidine,
 10mM dithiothreitol,10mM nicotinamide,5mM MgC12)
[32P]NAD (30 Ci/mmol,2mCi/ml) 1 itl
 lmglml botulinum type Ci-L-toxin 5 ltl
                                                IOO #1        v
Incubated at 300C for 3h
        v
The reaction was terminated (+ O.02% sodium deoxycholate 400itt1
                             and 24% trichloroacetic acld 200ul)
        v
Chllled on ice for 20 min and then centrlfilged at 40C at 10,OeO x g
 for 20min
        v
The precipitates recovered were disolved in 40 pt l of
Laemmli sample buffer
        v
 15% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
        v
Stained with Coomassie Brilliant Blue R-250
        v
The radioactive bands corresponding to Mw 22,OOe substrate
were excised and the radioactivity was measured
               Fig. 13 ADP-ribosylation assay.
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GTPyS binding assay mixture 5 lzl
      (20mM Tris･ HCI,pH8.0, 100mM NaCl,
      30mM MgC12, lmM EDTA, 5 mM dithiothreitol)
 10iM Dithiothreitol 5#1
 [35s]GTp`ys (1,3so Ci/mmol, 10.3 Cilml) O.1 itl
50 "1
      v
Incnbated at 300C for 2h
       v
The reaction was qllenched by the addition of 2 ml
of ice cold Vashing buffer (20mM Tris･HCI,pH8.0,
100mM NaCl, 25tuM MgC12, O. ImM GTP)
       v
Filtered under vaccum throogh a BA-85 metubrane
              (Washed five times with 3 ml of the Washing buffer)
       v
The filter-bollnd radioactivity was determined
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HPLC of the first(A) and second(B) tryptic digests of Gb.
 Gb was digested with trypsin, and the digestion products were
to a reversed phase HPLC as described under "Methods." Peaks
 in the figure were subjected to the amino acid sequence
 by a protein sequenator. A broken Iine represents the aceto-
gradient corrected for the dead space of HPLC pump. Elution
 up to 50%(A) and 30%(B) acetonitrile concentrations are shown















   Table 5 Amino acid sequences of the proteolytic peptides
Proteoiytic fragments of Gb were separated, and their amino acid
sequences were detemined as described under "Methods." Try(1),
Try(2), V8, and Lys indicate fragments obtained from first and
second digestion with trypsin, and digestion with protease V8
and Lysyl endopeptidase, respectively. Peptides having identical
or partially overlapped sequences are shown in groups.
























































Btvine Gb Try(;)-4 't`ry(1)-7 Lvs-4
Apiysia tho
"AAIRKKtVrVGDGACGKTCUL:VeSKOQe
            Try(1)-6 txttttt
?eVYVPTVPeNYVADreVDGKQVeLAL"Or
      ve-2 xtt.t.t... Tty(2}-1 tt               rry(21--7 -ttttt
ACQEDrDRLRPLSYPDTDVILMCPSIDSPDtttttttt Try(IJ-] tttttt  Trv{lj-S txttxtttt-ttt  Trv{1}-8 txttxtt.t      Tryt2)-6 ttttttttt  Trv(2)-11 tttt-t--tt--t-xttttttt       100 110 120SLeNrPEKWTPeVRRPCPNVPIILVGNKXD
  Trv(1)-1 .t.t.Kt -t-tt       1]O llO 150LRNDeSTKRELMKMKQePVRPgDGRAMAeK
       Try{1)-7 ttt-t.KttettDttNR        Lys-4 ttttttxttttxDttHx         Try(2)-2 ttttKt.et.       160 t70 180rNAYSYLECSAKrKeCVRDVFErATRAALQ
tC"FCtHtXtte Try{2)--l EtttNt-ttGttCtfX-Kt
       190VKKKKKGCCVVL
Fig. 16 Comparison of amino acid sequences of the proteolytic fragments
of Gb vith that deduced from cDNA of the Aplysia rho gene. Amino acid
sequences of the proteolytic fragments were aligned to homologous
sequences of the Aplysia rho gene product. Identical residues are
indicated by asterisks, and an unidentified amlno acid is denoted by X.
Abbreviations of the fragment peptides are the same as in Table 5.
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2.考察
Gbの正体 を明 らか にす るた めに､ 単離精製 した Gbを数種 のプ ロテアーゼ を用
いて消化 し､HPLC分離 によって得 られ た部分ペプチ ドの ア ミノ酸 配列 を決定 した｡
その結果､ 105個のア ミノ酸部分配列が決定でき､ これ らの配 列は ヒ トT細胞 よ り
クローニング されたrhoA遺伝子産物[39]と完全 に一致 し､ また､ ア メフ ラシ神経
節よ りクローニング されたrho遺伝子産 物[40]の ア ミノ酸配列 と約90%の相 同性 が
絡め られた｡ また､ rho遺伝子産物 には動物種差 の存在が知 られていて､ ヒ トとア
メフラシ由来 のrho遺伝子産物 間での相 同性 は約85%であ るこ とが報告 され てい る
[40]｡ ここで得 られた結果 では､ ウシ由来 の Gbとア メフ ラシ由来 のrho遺伝子産
物のア ミノ酸 配列 には約10%の違いが認 め られた が､ これ は ヒ トとア メフ ラシで親
奏 され るよ うな動物種差で あ る と考え られ る｡ 以上､ 著者 らが行 なった プ ロテ イ
ンシー クエンサー による解 析 ではGbの全 ア ミノ酸配列は決定 で きなか ったが､
Gbの部分 ア ミノ酸配列が ヒ ト由来 のrhoA遺伝子産 物の配列 と完 全 に一致す るこ
と､ アメフ ラシのそれ と高い相 同性 を示す こ と､ この蛋 白質 に動 物種差が存在 す
ることを考慮すれば､ Gbはrho遺伝子 産物であ るこ とが示唆 され る｡ さらに､ こ
の結果は､ 後に同研究室のOgorochiらによって確認 され､ GbがrhoA遺伝子 で コ
ー ドされ る蛋 白質 と完全 に一致 するこ とが明 らか に された[41](Fig.17)｡
rho遺伝子 はMadauleandAxcelによって酵母[42]､ ア メフ ラシ神経節あ るいは
ヒトのT細胞か らクローニン グ されたrasp21と約35%の相 同性 を持つ遺伝子(rho:
上皇Sp21旦omologue)で[39,40]､ 特 にGTPase活性やGTP/GDP結合活性 に関与す る5つ
の ドメイン並びに脂質 アン カー ドドメイン と呼 ばれてい るカルボ キシ末端のア ミ
ノ顧配列すなわちG蛋 白質 の性質を保持す るた めに必要 な ドメインにrasp21との
高い相同性が観察 され る｡ このrho遺伝子産 物は様 々な勤物種 での存在が確認 され
ていて､ 特 に ヒ トのT細胞 においてはrho遺伝子 によって コー ドされ る互い に相 同
性の高いrho人～C(それぞれrhoCDNAclone12.6,9ともいわれ る)の少な くとも




















































































に作製 した変異体 の導入が寄与 したが､rbo遺伝子産 物につい ては前述 した よ うに､
その変異体 の導入 による変化 が細胞 に よって異な り､ その生理棲能 を限局す るこ
とが困兼 であ る｡ すなわち､rho遺伝子産物の機 能 を解 明す るためには有用 な解析
プ ローブを兄いだす こ とが重要 と考 え られ る｡ 今回､ 著 者 らは初 めてボツ リヌス
ADPリボ シル化酵素 の基質蛋 白質がrho遺伝子産物 であ るこ とを明 らか に した｡
既存 のADPリボ シル化酵素がその基 質蛋 白質 に特 異的 に作用 して､ その機能 を
変化 させ るとい うこれ までの報 告か ら考 えて も､ この酵 素反応 がrho遺伝子産 物の
様態を解析す るた めの有用 な解析プ ローブに成 り得 る可能性 が予想 され る｡ その
ためには､ ADPリボ シル化がGb(rhoA遺伝子産物)の如何 な る機能 を変化 させ



























aureusproteaseV8(プ ロテ ア-セVB)(12pmol)にて 消化 した｡ この時の 反応 は
600plの100mMpotassiumphosphate,pH7.8中 で､ 300C､ 12時間行 な った｡ この
反応液は､ 長藤濃 度が1%とな るよ うに トリフル オ ロ酢酸 を添加 し､ 部分ペ プチ ド
を下記条件下 で逆 相 系HPLCにて分離 した｡
別 に用 意 した精 製 Gb(lnmol,22pg)を1/200(mol/mol)のIysylendopeptidase
(リシルエン ドペ プチ ダーゼ) (5pmol)にて 消化 したO 反応 は､20mMTris･HCl,
pH8.0中で､ 30oC､ 6時 間行 ない､ 1%トリフルオ ロ酢酸 酸性 に した 後､ 部分 ペ プチ
ドを下記条件 下でHPLCにて分離 した｡
3)HPLC
AquaporeRP-300(逆相 系C8 カ ラム) をBeckmanHPLCSystemGoldに接続 して
行 な った｡HPLCは流速 0.2ml/minで行 な い､ 溶 出す るペ プチ ドは210nmでモ ニ ター
した｡ プ ロテ アーゼ 消化 後 の各 サンプ ルは トリフル オ ロ酢酸 添加 に よ り約 pH2に調
製 し､ この操 作 に よって得 られ た部分 ペ プチ ドを逆 相 系 Ceカ ラムに吸着 させ､ 1
度 目の トリプ シン 消化 実験 では10%アセ トニ トリル を含む 0.1%トリフルオ ロ酢 鞍 を
含有す るク ロマ ト用精 製水 で15分間 カ ラム洗浄 した 後､ 30分 間 で10-70%アセ トニ
トリルのIineargradientで吸 着ペ プチ ドを溶 出 し､ 2度 目の トリプ シン消化 実験
ではO.1%トリフルオ ロ酢酸 含有 の クロマ ト用精 製水 で15分 間 カ ラム洗 浄 した 後､
45分 間で0-60%アセ トニ トリル のlineargradientで吸着ペ プチ ドを溶 出分 離 した.
プ ロテアーゼV8消化 の実験 では､ 0.1%トリフルオ ロ酢酸含 有の ク ロマ ト用精 製水
を30分間流 した後､ 30分間 で0-55%アセ トニ トT)ル のlineargradientで吸着 ペプ
チ ドを溶 出 した｡
リシルエン ドペ プ リダーゼ 消化実験 では､ 消化ペ プチ ドをHPLCシステムに接 続
したAsahipakODPl50columun(6.0mm,innerdiameter.x150mm)に吸 着 させ､
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Fig. 19 Reversed-phase HPLC of tryptic digests of [32P]ADP-ribosylated
Gb (rho A gene prodllct). Purified [32P]ADP-ribosylated Gb was digested
Vith trypsin, and the digestion products were applied to a reversed-
Phase HPLC as described under "Methods." A, elution profile of peptides
MOnitored by absorbanceat 210nm ; B, elution profile of radioactivity.
Radioactive peaks were numbered I-IV as shown in this figure.
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Fig. 21 Stability of ADP-ribose Gb bond in neutral hydroxylamine.
Gb was [32P]ADP-ribosylated by Ci toxin was incubated at pH7.5 with O.5M
hydroxylamine or NaCl at 370C .for indicated tirnes as described under
"Methods." The Gb-associated radioactivity was determined in each incu-
bation, and the ratio of the remaining radioactivity in the presence of
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Fig. 22 GTPase-(A) and [35S]GTP･y S-binding(B) activities
ribosylated and unmodified Gb. GTPase- and GTP 'y S-binding
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Fig. 24 DEAE-Sepharose chromatography of ammonium sulfate fraction (AS
O/55). The AS O/55 fraction was applied to a DEAE-Sepharose as described
under "Methods." The straight line in the figure shows a linear gradient
between O and O.3M KCI. Protein elution was monitored by absorbance 2ge
nm(broken line). Aliquots, 5 and 30 iL l, of each fraction were used to
determined the stimulation of GTP hydrolysis of rho A gene product (e)
and c-ras p21 (O) as described under "Methods."
                               57
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Fig. 25 Stimulation of GTP hydrolysis of the c-ras p21(A) and the rho
A gene product by the parcially purified rho GAP. A, [ -y -32P]GTP-bound
c-ras p21 was incubated with DEAE GAP-I (A), DEAE GAP--II(O) or without
(O) the parcially purified rho GAP and time-dependent GTP hydrolysis
was determined. B, [y-32P]GTP--bound rho gene product was incubated with
O.25 It l(A), O.5it l(-), 1lt (e) DEAE GAP-II or without DEAE GAP-II(O),
and time-dependent GTP hydrolysis was determined                                           .


















Fig. 26 Stimulation of GTP hydrolysis of
gene product(B) by the purified ras GAP.
and Gb(rho A gene product) was incubated
purified ras GAP, and time--dependent GTP
                               59
 the c-ras p21(A) and the rho
A, [y -32P]GTP-bound c-ras p21
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Fig. 27 TSK-Gel G3000SV gel filtration of DEAE
concentrarated DEAE GAP-II fraction, 2rnI, was
containing 500 pt l each. Each aliquot was then
SW column connected with a Pharmacia FPLC systern as
'Methods." A typical elution profile is shown.
(broken line) and rho GAP actlvity(e) of 30ml
Arrows shows elution positons of calibration '
molecular size : 68kd;serum albumin, 45kd;ovalbumin
nogen A, 22kd;Gb(rho gene product).
                                60
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Fig. 28 Effect of the ADP-ribosylation on stimulation of GTP hydrolysis
of the rho A gene product by the parcial purified rho GAP. Either
unmodified(A) or ADP-ribosylated(B) [y _32pJGTP-bound rho gene A product
was incubated with(e) or without(O) the parcial purified rho GAP(DEAE
GAP-II fraction), and time-dependent GTP hydrolysis was determined. AD?-
ribosylation of the rho A gene product was verified in parallel experi-

















































































































































































































































































































































































































































FPLCシステムに接続 したTSX-GelG3000SYカ ラムを用 いて0.5NKClを含むGAP
buffer中でゲル凍 過を行な った｡ 各 フ ラクシ ョンは1･2mlずつ採取 し､ 蛋 白質 の軸
出は280nnでモニ ター した｡ rhoGAPの分子 量は既存 の蛋 白質 の溶 出時 間よ り予鵡
した｡ 次 に､ この部分精製 したDEAEG且p-日(rhoGAP)を用いて､ ADP リボシル
化 した Gb(rho遭伝子産物)お よびADP リボ シル化 していない (unmodified)
GbのGTPase促進作用 (GAP活性 )を比較検討 した｡
GIP活性 はFig.34に示す よ うに､ 最終濃度が50mMNa･Phosphate,pH6.8,0.5
mNEDTA,0.5mg/rnlBSA,0.5mMdithiothreitol,0.005%Nacholateのpreequiト
ibrationbuffer中にGb6pmol(6assay分) と最終濃度0.5上川[γ-32p]GTP(150
Ci/mol)を添加 して全量81J上lで､30OC､50分間反応 させ た｡ この時 に結合 した
[γ-32p]GTPを100%とす る｡ 次 に､ この[γ-32p]GTP結合サ ンプル (lpmo】Gb/13.5
FLl)を､ 部分精製 したCAP蛋 白質 を含む25oCに保温 した最終濃度20mMHepes･
NaOH,pH7.5,1mMMgCl2,0.1mg/mlBSA液 に添加 して全量306plでインキュベ- トし
た｡ 反応 は､0.2.5,5,7.5,10minにそれぞれ51J上1を採取 した後､ 直ちに氷冷
したyashiDgblffer(20mMTris･HCl,pH7.5,5rnMMgCl2,100mMNaCl,0.1mM
GTP)を添加す るこ とで反応 を停止 させ､ 各時間 に残存す る[γ-32p]GTP結合型 Gb
豊 をBA85メンブ ランフ ィル ター アッセ イ法 によって定量 し､GTPase促進活性 (γ
位 の32pi基がGAPによる水解促進作用 に よって脱 リン酸化 され､[γ-32p]GTP結合
型 Gb量が減 少す るこ と) を測 定 した｡ また､GAPに よってGTP結合型 Gbが水解 さ





  (100mM Na･Phosphate,pH6.8, lmMEDTA,
  lmg/ml BSA, lmM dithiothreitol,
  O.Ol% Nacholate)
Gb(rho A gene product) or c-ras p21(lpmol/ iL l)
O.5 it M [y -32P]GTP(150 Ci/mmol)







               GTP--binding reaction mixture     v
  incubated at 300C for 50min
     v
 5mM GTP(1.5 pL I) added to





200mM Hepes･NaOH,pH7.5, 10mM MgC12
lmg/ml BSA
DEAE GAP-I, GAP-II(rho GAP)




 1.5 pa 1
X iLl
30-X ul
                                              51 u 1/assay      v
The reaction was quenched by the addition of 2ml of ice cold Washing
buffer (25mM Tris･HCI,pH7.5, 10mM MgC12, O.ImM GTP).
      v
Filtered under vaccum through a BA-85 membrane
          (washed 6 times with 2ml of the Washing buffer)
      v
The fi!ter-bound radioactivity was determined






















































































ること[93,94]等に よって証明 されてい る｡ 一方､Fasp21を調節す る因子について
みてみ ると､onスイッチではrasGDSとそれ と類似の性質を持つCDC25[95.96]､
scD25[97]が同定 されていて､GDIの存在は知 られていない｡offスイッチ壮rasGAP
によって調節 されてい る｡rasGAPは ウシの脳 よ り精 製 され[70]､ クローニングによ
りその1次構造が明 らかにされていて[71,72]､ その遺伝子の コー ドす る分子量約
120,000の蛋白質の C末端側 にはGTPase活性 を促進す る領域を持 ち､ N末端側はその
解節領域であると想定 され ていて､ その中には癌遺伝子 でチ ロシンキナーゼ として
知られ るsrcとの相 同性が認 め られ る｡ 成長因子であ るPDGFやEGFによって線維 芽細
胞を刺激す るとチ ロシン リン酸化 されたGAPは分子量62,000(p62)と190,000(p190)の
蛋白質 との複合体形成やsrcファミリーに属す るチ ロシンキナーゼ蛋白質 との共役 を
伴い､PDGFやEGFレセプ ター に結合す る[98,99]｡ また､ 同様 にsrc遺伝子産物で トラ
ンスフォー ムした細胞で もGAPはこのp62とp190の蛋白質 と複合体 を形成す る[100,
101]｡ このチ ロシン リン酸化 とそれ に伴 う複合体形成の過程でGAPはそのGTPase促進
活性が抑制 され､GTP結合型rasp21が上昇す ると考えられてい る[93.102]｡ それ故､
rasp21はPDGF､EGFお よびsrc遺伝子産物の下流に位置[103,104]し､PDGF,EGFレセ
プター刺激-チ ロシンキナーゼ(src様複合体形成)活性化-GAP活性の低下-Fas
p21活性化-エフェクター とい う情報伝達 系によって制御 されてい るこ とが最近 明ら
かに された｡ さらに､ このp62とp190の蛋白質はその1次構造 が決定 されていて[
105,106]､ 特にp190の蛋白質はN末端側か ら順 にGTPase､GFR-1(glucocoticoid
receptorrepressionfactor:グルココルチ コイ ドレセプ ター遺伝子発現調節因子)､
白血病に関わるBCR遺伝子 との相同性 を示 した｡BCR遺伝子は 白血病においてABL癌遺
伝子が染色体組換 えによ り融合 してい る遺伝子 として同定 された もので､低分子量
G蛋白質で あるrac遺伝子産物[107,108]に特 異的に作用す るracGAP[109]の部分 ア
ミノ酸配列 と相同性 を持つ｡ このrac遺伝子産物はrho遺伝子産物 と高い相同性 を示
し､ しか も共通するエフェ クター ドメインを持つ ことか ら､ 同一の情報伝達 を調節
するこ とが想定 されてい る蛋白質である｡ それ故､Fasp21とrho/racがクロス トー






























けない[118,119]｡ また､rasp21に作用 しないKrev-1p21に特異的に作用す るGAPの
cDyAがクローニング されて い るがrasGAPとは全 く違 った構造 を持ち､FasGAPが作
用すると言われてい るエフェクター ドメイン とは別の部位に作用す るこ とが予測 さ
れてい る｡ また､K-rasp21変異が多 く兄いだ され る大腸癌の制限酵素断片ポ リモル
フイズムにおいて､Rrev-1遺伝子領域のlossofheterozygosityの症例が報告 され.
KreV-1失活 に関わるメカニズムが予測 された[120]O このことか ら､第 3の情報伝達
系である未知刺激-Krev-1失活-rasp21の活性化- エフェクターが想 定 され る｡ 上
配した 3つの情報伝達 系の他 に､ さらに､未知刺激-GDS活性化-GDP/GTP交換反応
促進-Fasp21活性化-エフェクター の可能性 も残 されていて､ これ らの情報伝達経
路が複雑なネッ トワー クを形成 してい ると考 えられ る(Fig.36)｡ 上記 した よ うに
rasp21の活性化機構は複雑であるが､rasp21の調節す る情報伝達のすべてがGm結
合型rasp21の上昇およびそのエフェクターの刺激に集約 され る｡ つま り､ 活性型
rasp21の関与する発癌機構 を知 るた めには､Fasp21の下流域の情報伝達経路 を明




















ナーゼの活性化はinvitroでは観察 されない ことか ら､Fasp21はい くつかの未知な
ステップを経てMAPキナーゼ を活性化 す るこ とが予想 され､NAPキナーゼはエフェク
ター分子ではない ことが示唆 された｡ ところで､細胞骨格の 1つであ る微′ト管は
α-､ β-チ ューブ リンによって構成 され るが､MAPキナーゼは このチ ューブ リン重合
を活性化す る｡ この ことか ら､fasp21が細胞骨格形成 に関与することが示唆 され､
活性型rasp21による発藩機構や細胞 の増殖､分化は､ 細胞骨格の異常 による結果か
もしれない｡ これ らの現象 を解 明す るためには､Fasp21の標的 となるエフェクター
分子を明らか し､rasp21の正常な情報伝達か ら癌化 シグナル-のスイ ッチをエフェ
クター分子 の活性化 で測 ることが重要である｡ また､MAPキナーゼを活性化す る因子
(但 し､FaspZlとその調節因子以外 )の少な くとも 1つはエフェクター分子 である
ことか ら､MAPキナーゼはエフェクター分子同定のた めの有用なプロー ブであると考
え られ る｡
一方､ Gb(rho遺伝子産 物)仕rasp21と35%の相同性 を示 し､特にGTP/GDP結合活
性やGTPase活性に関与す る ドメインに高い相 同性が認 め られ､Fasp21のG蛋 白質 と
しての機能 をrho遺伝子産物 もまた保持 している. 活性型rho遺伝子産物-の移行は
GTP/GDP交換反応 に よるが､ この反応 はrho遺伝子産物に特異的に作用 するrhoGDI[
122]やrhoGDS[123]によって調節 され､offスイッチはrhoGAP[124,125]によって訴
節 されていて､rasp21と類似 してい る｡ 後に､ 同研 究グループのMoriiらはこの
rboGAPの単離精製 に成功 し､ この蛋 白質が分子量28,000であ り､分子 量120,000の
FasGAPとは明 らか に異なることを報告 した｡rhoGAPの構造 は明 らか に されてはい
ないが､成長因子刺激-FasGAP抑制-Fasp21活性化 とい う情報伝達経路が示唆 さ
れているこ とか ら考 えると､rho遺伝子産物の調節す る情報伝達 系の上流域はras
p21とは異な り､ また､ エフェクター領域 もrasp21とは異な るので､ 制御す る情報
伝達系はrasp21とは違 うもの と思われ る｡ エフェクター領域 においてrho遺伝子産
物 と高い相同性 を持つ G蛋 白質 として知 られ てい るものは現在の ところrac遺伝子鹿
86
e(Fig･37)とG25K(CDC42Hs)であ り･ これ らの蛋 白質が複雑 な調節 を行なっている
と考えられ る｡ ところで､DiekmannらはrhoGAPの部分ア ミノ酸配列を単離 し､ ホモ
TIヅ-検索か らこの配列がBCR蛋白質 のカルボキシ末 端の配列 との相同性 を持つ こと
を明らかに した｡ そ こで､ 彼 らは､ このBCR蛋白質の カルボキシ末端領域部分 を大腸
夢に作 らせ てそのGAP活性を調べてみ ると､rhoではな くrac遺伝子産物 に対す るGAP
括性が静 め られた とい う[109]｡ このBCR遺伝子は内部切断 とABL遺伝子 の転座 によっ
てキメラ辻伝子であるBCR-ABLを形成 し､ 白血病 と深い関わ りを持つ こ とが予想 され
ているが､ その機能は不明である｡rac遺伝子産物やracGAPが白血病発症に関与す
るか否かは現在の ところ未知であるが､ この見地か らrac遺伝子産物の制御す る情報
伝達を調べ､ エフェクター分子におけ るrho遺伝子産物 とのクロス トー クやrhoGAP




Fig. 37 E ff e ct o r doTnain o f rho A , r a e gene produ ct. and ras p21.
ところで､ C3酵 素はracやG25KをADPリボシル化 しない ことか ら､ 現在の とこ
ろrho遺伝子産物のみを修飾 するもの と考え られてい る｡ そこで､近年 この酵素活性
を利用 してrho遺伝子産物の生理機能 の解明が試み られてい る｡ 例 えば､Swiss3T3
線維芽細胞 の培養液にC3酵素を処理す ると､ 処理す る酵素の濃度や時間に依存 して
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細胞の球形化が親察 され る[126]C この形態変化は､ 細胞の違いによって感受性が異
なるもののNII3T3細胞･Vero細臥 LLC-"K2細胞･HeLa細胞 で も認め られた｡ また､
腎尿細管上皮由来のVero細胞 をC3酵 素存在下で培養 すると･ 細胞の球形化が ととも
に･ アクチ ンか らなる ミクロフィラメン トの構築が消失が起 こってい ることが報告
された[127]｡ さらに･PC-12細胞ではC3酵素の処理 によって､ 増殖が停止 し､成長
円錐を持った神経突起の形成が観察 され る[67]｡神経突起 の主な細胞骨格構成成分
は微小管とニュー ロフィラメン トであるのに対 し､成長 円錐 ではアクチン線維 が主
体 である｡ 一方､Patersonらは14Glycine残基(fasp21ではコ ドン12の変異体 に相当
す る)をValineに変換 した活性型変異rho遺伝子産物 をSwiss3T3細胞 に微量注入す る
と細胞は突起形成 と収縮を起 こし､ この時､ アクチンス トレス線維束が観察 され る
が､微′ト管 系は変化 を起 こ さないことを報告 した[128]. これ らの報告か ら､rho遺
伝子産物は細胞骨格の うち微小管ではな く､ 特に ミクロフィラメン トの構成に関与
していると思われ る｡ また､rho遺伝子産物のADP リボシル化は､ トロン ビンによ
る血小板凝集や凝集刺激に応 じたセ ロ トニン分泌 を抑制 し､ 逆 に､血′ト板凝集刺激
は細胞内のGTP結合 型rho遺伝子産物-の変換 を促進す ることが報告 された[129]｡ こ
のことは､rbo遺伝子産物のADPリボシル化 とGTP結合活性 が相反す る反応 を示す
ことを意味す る｡ 同様に､ 最近､黄色ブ ドウ球菌よ り培養 ケ ラチ ノサ イ トの分化を
阻害するEDIN(epidermisdifferentiationinhibitor)と呼ばれ る菌体外酵素が同定
され､ この酵素がC3酵素の基質蛋白質 であるrho遺伝子産物 をADP リボシル化す
ることが明 らかに された｡Jirataらはウサギ腸間脈動脈 をサポニン処理するこ とに
よって作製 したスキン ドフ ァイバーにおいてCa2+感受性の収 縮反応が観察 され るが､
この反応はGTPγSの添加に よって克逢 し､ED川処理によって 消失 し､ さらに､ この
ED川処理で消失 した反応はGTPγS結合型rho遺伝子産 物の添加 によって再び回復する
ことを報告 した[130]｡ スキン ドファイバーで観察 され るCa2+一感受性収縮反応 のGT
P添加による冗進活性はホスフ ァターゼ阻害剤を処理す ることによって 消失す ること





















以上､ Gb(rho遺伝子産物)の調節す る情報伝達はFig.38に示 したが､ その伝達経
路はGbの周囲を除いては殆 ど明 らか に されていない｡ 大部分の低分子量 G蛋 白質で
も同様であるが､特 にエフ ェクター分子が同定 されてい る低分子量 G蛋白質は殆 ど
な く､ そのためのツール も非常に少ない｡ しか しなが ら､Fasp21で示 した よ うに､
発症-の機作やそのG蛋白質の情報伝達 系の解 明のた めにはエフェクター分子 の同
定が重要な課題の 1つ と考 えられてい る｡ 本研究はボ ツ リヌスADPリボシル化酵
素反応がGbのエフェクター分子同定のための有用なツールであるこ とを明らかにし
たばか りでな く､ Gbの機能解 明および この蛋白質による細胞骨格調節､ 特に細胞内
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